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t2. Samenvatting
Ischemie -een onderbreking van de bloedtoevoer- veroorzaakt acute uitvalsverschijnselen.
Dit betreft vaak de spraak (afasie) en motoriek (parese, paralyse) van aangezicht en
ledematen. Naast deze neurologische verschijnselen geeft ischemie acute veranderingen
van cerebrale activiteit (EEG), iongradiënten van Na*, Cl-, K* en Ca2* over de celmem-
branen, extracel lu la i re neurotransmit ters (o.a.  g lutamaat,  aspartaat,  gamma-amino-
boterzuur,  GABA, taur ine,  dopamine, adenosine),  intracel lu la i re second messengers
(Cat*, PKC- systeem) en cellulair metabolisme (zuurstof- en glucose-consumptie, ATP-
en melkzuur-productie).
Door recirculatie -herstel van de bloedtoevoer- na een korte ischemieperiode van 2-10
min zijn deze veranderingen omkeerbaar. Toch komt geringe neurologische uitval dan
vaak voor. Dit is te wijten aan selectieve beschadiging van neuronen, en wel in bepaalde
zeer gevoelige gebieden als de hippocampus. De op dit moment heersende hypothese is,
dat selectieve schade wordt veroorzaakt door overgevoeligheid voor glutamaat en als
gevolg daarvan toegenomen ion-stromen van met name Ca2* in de periode van recircu-
latie.
Na een lange ischemieperiode (> 20 min) is er vaak geen herstel van de genoemde
cerebrale veranderingen en zijn er als regel globale uitvalsverschijnselen (afasie, paraly-
se). De schade is niet meer selectief neuronaal, maar uitgebreid tot gliacellen (infarct).
Omdat hyperglycemie deze vorm van schade vergroot, wordt aangenomen dat het glucose-
metabol isme en de daarmee gepaard gaande melkzuurvorming een rol  speel t  b i j  het
ontstaan van het infarct. Deze oorzaak van schade is van universeel belang, omdat het elk
gebied dat eraan wordt blootgesteld treft.
In de huidige studie is onderzoek gedaan naar de effecten van repetitieve, korte ischemi-
sche periodes op het ontstaan van hersenschade. Daartoe werd het model van Levine in
de rat gemodificeerd tot een repetitief model. De episode wordt geïnduceerd door eenzij-
dige occlusie van de carotis arterie te combineren met beademing met een zuurstof arm
(10 %) gasmengsel, waardoor de arteriële zuurstofspanning daalt van21,36 + 1,00 naar
4,56 + 0,17 kPa (gemiddelde * standaard afwi jk ing van gemiddelde),  de arter ië le
bloeddruk (ABD) daal t  van 128,0 + 2,3 naar 50,9 + 2,8 mmHg en de cerebrale bloed-
doorstroming (CBF) eenzijdig relatief daalt.
Dit model heeft een aantal voordelen boven andere gebruikeli jke modellen. Het is
eenvoudig ischemie en recirculatie op te wekken door het veranderen van de beademing.
Daarnaast is de ischemie onvolledig, hetgeen lijkt op de verandering in de periferie van
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een permanent ischemisch gebied. Het onderzoek kan geschieden in de rat, een dier dat
net groot genoeg is om voldoende bloed af te nemen voor de bepaling van bloedgassen als
02 en CO, en de pH en concentratie van glucose. Als laatste, hersenschade ontstaat in één
hersenhelft en dit vergroot het overlevingspercentage v rgeleken met tweezijdige schade.
Daarom is de geschiktheid voor overlevingsstudies groter.
Doordat t i jdens ischemie netto meer ionen van extra- naar intra-cellulair gaan dan
omgekeerd, treedt er osmotisch transport van water op met als gevolg celzwelling. De
geleiding van weefsel voor wisselstroom geschiedt via de extracellulaire ruimte. Aan-
gezien deze ti jdens ischemie krimpt ten koste van de intracellulaire ruimte, daalt de
geleiding en dat wll zeggen, dat de weerstand cq. impedantie stijgt. De impedantie is een
eenvoudige, continu registreerbare maat voor de netto ion-stromen in het weefselgebied
tussen twee electrodes. In het Levine model ondergaat het striatum een goed repro-
duceerbare mate van ischemie.
De impedantiemeting werd gebruikt om in de fase van recirculatie te onderzoeken in
hoeverre het falend herstel ervan het ontstaan van een infarct in het striatum voorspelt.
Er werden afwisselend per iodes van 10 min hypoxie- ischemie n 10 min normoxie-
recirculatie gegeven, als regel totdat de impedantie zich niet herstelde.
In de eerste serie experimenten werd maximaal 5 keer hypoxie-ischemie gegeven (n:25).
Hiervan herstelde in 76 % van de gevallen de impedantie niet en dit was duideli jk binnen
20 min recirculatieduur. Uit de impedantie werden de omgekeerd evenredige veran-
deringen van het extracellulaire volume berekend (ECV). Het bleek, dat na 3 uur recir-
culatie het ECV nog steeds lager was dan het beginniveau (p<0,0001, gepaarde Wil-
coxon-test), en dat de daling maximaal was, omdat het ECV niet verder daalde na inductie
van volledige ischemie. Het niveau van het ECV was significant lager dan controles met
reversibel verloop al vóór de laatste hypoxieperiode en vanaf 20 minuten tot minstens 3
uur recirculatieduur. Er kon dus binnen 20 minuten recirculatieduur al gesproken worden
van irreversibele impedantieverandering (IV) oftewel daling van het ECV.
Na 3 uur overleving werd hersenweefsel uitgenomen voor vlamfotometrische bepaling
van Natrium en Kalium. Na irreversibele IV was de verhouding van Na over K significant
verhoogd t .o.v.  reversibele controles in het str iatum (1,14 + 0,18 versus 0,43 + 0,03;
p( 0,02, deze en verder alle toetsen: Mann-Whitney U) en de frontale cortex (0,99 +
0,16 versus 0,47 i 0,02; p< 0,02). Er werd bij beide groepen geen verhoogde opname
van geïnjecteerd Evans blauw door de bloed-hersen-barière (BHB) geconstateerd. Veran-
dering van ionen in weefsel kunnen alleen geschieden door uitwisseling met het bloed. Dit
gebeurde in het beschreven model blijkbaar bij een intacte BHB.
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van zilver door beschadigde neuronen. De zilveropname was significant hoger bij irrever-
sibele IV versus reversibele IV in doorgemeten gebieden in het striatum (2,12 + 0,07
versus  1 ,51  +  0 ,07 ;  p<  0 ,02) ,  in  de  f ron ta le  cor tex  (1 ,73  +  0 ,17  versus  1 ,16  +  0 ,18 ;
p <  0 , 0 2 )  e n  i n  d e t h a l a m u s  ( 1 , 9 0  +  0 , l 1 v e r s u s  1 , 3 4  +  0 , 1 2 ;  p <  0 , 0 5 ) .  N a r e v e r s i b e l e
IV was de microscopische schade beperkt tot de gevoelige gebieden als caudolateraal
str iatum, cortex laag 3 en laterale thalamus en na i r reversibel  ver loop waren deze
structuren in hun totaliteit aangetast, was zilver verpreid tot buiten de celgrenzen en
gliacel zwell ing opgetreden, hetgeen verdergaande hersenschade inhoudt.
Na 24 uur was er geen overleving in de groep met irreversibele IV. Bij reversibele IV
was er 44% mortaliteit en had de schade zich uitgebreid naar minder gevoelige gebieden.
Het zilverneerslag bleef beperkt tot de neuron lichamen. De ernst van de hersenschade na
irreversibel verloop wordt geïl lustreerd door het acute en aselectieve optreden van
neuronale schade en de hoge mortaliteit. Als hierbij de irreversibele en maximale (dus ook
gliacel-) zwelling en de verhoging van weefsel (en dus ook gliacel) Na/K ratio betrokken
wordt, maakt dit de aanname gerechtvaardigd, dat er sprake is van een infarct.
Er is onderzocht of irreversibele IV te voorkomen was door preventief ingrijpen met
farmaca en door het metabolisme te veranderen. In de experimenten werd niet vaker dan
7 maal hypoxie toegediend. Er werd met permanente recirculatie begonnen op het moment
dat er irreversibele IV optrad. Bij controles (n:10) was er in 100 % van de gevallen
irreversibele IV na 4 periodes (gemiddeld aantal reversibele periodes was 2,80 + 0,13).
Het effect van behandeling werd onderzocht in groepen van telkens 4-6 experimenten.
Injectie van farmaca geschiedde 30 min voor het begin met hypoxie. Er werd 0,5 mg/kg
nimodipine i.p. gegeven om de Ca2* instroom via het L-type kanaal te blokkeren. MK-801
werd toegediend (10 mg/kg, i.v.) om het effect van glutamaat op de N-Methyl-D-Aspar-
taat receptor te blokkeren, ketanserine (2 mg/kg, i.p.) om hypoperfusie te voorkomen
indomethacine (4 mg/kg i.v) plus allopurinol (7 mg/kg, i.v) om vrije radicaalvorming te
remmen. Behalve nimodipine vertoonden deze farmaca geen effect op de bloeddruk en
ECV en was er  geen s ign i f i can te  bescherming tegen i r revers ibe le  IV .  N imod ip ine
veroorzaakte een verminderde daling van de bloeddruk tijdens hypoxie. Desondanks trad
irreversibele IV iets eerder op (p< 0,05).
Metabole veranderingen werden geïnduceerd oor hersenkoeling edurende repetitieve
hypoxie,  vasten gedurende 48 uur ervoor en 4 E/kg insul ine in ject ie 30 min ervoor.
Hersenkoeling tot 32 'C beschermde niet (4,0 + 0,7 reversibele periodes) en tot 28 "C
wel significant (6,4 * 0,4; p< 0,001) en dit ging gepaard met een significant hogere
ECV aan het begin van de hypoxieperiode. Vasten voorkwam zeer significant irreversibili-
te i t  (6,8 *  0,2;  p< 0,0002) evenals insul ine (6,5 t  0,2;p< 0,002).  Na vasten was de
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hersentemperatuur enigszins verlaagd (34-35 'C) vergeleken met controles (35-36 'C).
De geringe daling kan de bescherming door vasten niet verklaren, omdat 32 "C geen
beschermend effect had. Na vasten was de concentratie van glucose in het bloed verlaagd
van 5 ,10  +  0 ,33  naar4 , l0  +  0 ,19  mmol / l  (p (  0 ,05 ;  n :5 )  en  van B-hydroxy-bo terzuur
verhoogd van 0,03 + 0,03 naar0,97 + 0,15 mmol/ l  (p< 0,05; n:5).  Insul ine in ject ie
geeft een daling van glucose en B-hydroxy-boterzuur, dat te laag werd voor detectie. B-
Hydroxy-boterzuur kan een fract ie van het post ischemisch metabol isme van glucose
overnemen en mogeli jk daardoor enige bescherming even. Insuline heeft ook bescher-
mende effecten onafhankelijk van bloedglucose.
De veranderingen van glucose in het bloed en van glucose in de extracellulaire ruimte
werden gemeten bij controles,24 uur gevasten en na insuline behandeling. Extracellulair
glucose werd continu bepaald in de uitstromende vloeistof van een in het striatum ge-
implanteerde dialyse cannule.
Tijdens hypoxie-ischemie nam de glucoseconcentratie in het bloed sterk toe bij controles
(van 5,3 + 0,2 naar 8,4 + 0,7 mmol/l). Deze respons was praktisch afwezigna vasten
(van 4,3 + 0,1 naar 4,7 + 0,4 mmol/ l )  en verminderd oor insul ine (van 4,1 *  0,3 naar
5 ,9  t  0 ,5  mmol / l ) .
De extracellulaire glucosespiegel nam af t i jdens hypoxie-ischemie n nam toe ti jdens
normoxie-recirculatie. In de gevaste groep was de concentratie in extracellulair dialysaat
significant lager dan bij controles vanaf de tweede hypoxie (p< 0,05; n:5 tegen n:5).
Bovendien herstelde xtracellulair glucose zich over meerdere periodes genomen slechter
b i j  gevas ten  (he l l ing  van -1 ,86  t  0 ,35)  dan b i j  con t ro les  (he l l ing  van -0 ,75  +  0 ,18 ,
verschil p< 0,05). De verhouding tussen de concentratie van glucose in het dialysaat en
glucose in het bloed daalde na 3 periodes sterker bij gevasten (0,3 + 0,1 %) dan blj
controles (0,7 t 0,1 %; p< 0,05). Het progressief verlaagd extracellulair glucose kan
enerzijds duiden op een verlaagde aanvoer van glucose vanuit het bloed en anderzijds op
een verhoogde afvoer van glucose de cel in.
De effecten van 24 uur vasten op celschade, gedrag en sterfte zijn onderzocht in een
overlevingsmodel. Het bleek, dat na 2 hypoxie periodes de cellulaire schade zich in het
verloop van 24 uur maximaal ontwikkelde. De dieren leken ziek, omdat de haren overeind
stonden, het gedrag geremd was, en niet werd gegeten of gedronken. Vaak l iepen ze
rondjes (719), en traden er epileptische insulten op (5/9). De sterfte was 44 %. Bij de
gevaste dieren was er geen sterfte in de 24 uurs periode (017). De dieren leken gezond,
omdat ze direct na het bijkomen van de narcose actief waren, en wel aten en dronken.
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Hersencoupes werden zodanig geprepareerd, dat beschadigde neuronen zilver opnamen.
Door vasten was de schade significant lager dan bij controles in gebieden in het striatum
(1 ,42  +  0 ,11  versus  1 ,91  +  0 ,09 ;  p<  0 ,01) ,  in  de  cor tex  (0 ,96  +  0 ,06  versus  1 ,84  +
0 , 1 4 ;  p <  0 , 0 0 1 ) ,  i n  d e  t h a l a m u s  ( 1 , 4 7  t  0 , 0 7  v e r s u s  2 , 1 3  +  0 , 1 7 ;  p <  0 , 0 0 5 ) ,  e n  d e
subs tan t ia  n ig ra  (1 ,14  +  0 ,12  versus  2 ,10  +  0 ,08 ;  p<  0 ,005) .  In  he t  s t r ia tum en de
thalamus was de microscopische schade beperkt gebleven tot de gevoelige gedeelten
(uiterste laterale gebied). Dit ging niet op voor de oppervlakkige laag van de cortex, die
ondanks hoge gevoeligheid voor schade, bijna volledig beschermd werd. Mogeli jk vooÍ-
komt de relatief hoge corticale consumptie van B-hydroxy-boterzuur ischemische schade
aldaar.
In het repetitieve model kan onderscheid gemaakt worden tussen veranderingen tijdens
hypoxie-ischemie n normoxie-recirculatie. Beschermende maatregelen kunnen invloed
hebben op beide fasen. Hypothermie vertraagd bijvoorbeeld de uitstoot van glutamaat en
de ophoping van Calcium ti jdens ischemie, en versnelt het herstel van het glucoseverbruik
ti jdens recirculatie. Hypothermie werkt dus op verschil lende processen in beide fasen.
Vasten beperkt t i jdens ischemie de omzetting van glucose tot melkzuur. Tijdens recircu-
latie is de cellulaire glucoseconsumptie waarschijnli jk verhoogd. Vasten heeft dus ook
verschillende effecten in beide fasen.
De geobserveerde daling van de extracellulaire glucose geeft het netto effect weer van
de opeenvolgende fasen, en wel een relatieve daling van glucose aanvoer over de BHB en
een relatieve stijging van glucose afvoer naar de cellen. De verhoogde glucose opname
wordt niet aangewend voor het herstel van het celvolume in opeenvolgende fasen, maar
voorkomt wel irreversibiliteit. Mogelijk wordt glucose aangewend voor processen die de
vitaliteit van de cel veil ig stellen, zoals productie van bepaalde iwitten.
Concluderend, repetitieve hypoxie-ischemie met irreversibele IV veroorzaakt zeer ernstige
neuronale schade en waarschrlnhlk infarcering van één hersenhelft. Hersenkoeling, vasten
en insuline voorkomen de impedantieverandering en de eraan gerelateerde acute schade.
Vasten voorkomt bovendien de neuronale schade, ziekte en sterfte, die binnen 24 uur
recirculatie ontstaan. Vasten beschermt gevoelige (cortex) en relatief ongevoelige gebie-
den (mediale thalamus en mediale striatum). Een verlaagde xtracellulaire glucosespiegel
kan hierbij een belangrijke factor zijn.
Uit klinische studies is gebleken, dat de bloedspiegel van glucose bij binnenkomst in
het ziekenhuis de uitkomst van een ischemische pisode mede bepaalt. Bij een patiënt in
de acute fase van hersenischemie moet hoog bloedglucose worden voorkomen. Er is
additioneel onderzoek nodig om te bepalen of het verlagen van bloedglucose door bijvoor-
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beeld maaglediging of injectie
heeft plaatsgevonden.
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